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RESUMEN 
 
Escherichia coli es parte de la flora normal de los intestinos de los mamíferos, sin embargo, hay 
cepas más agresivas denominadas patógenas debido a presencias de factores de virulencias. Este 
patógeno se clasifica en 6 patotipos: E. coli enterohemorrágica (EHEC), E. coli enteropatógena 
(EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli 
enteroagregativa (EAEC) y E. coli difusamente adherente (DAEC), responsables de cuadros 
diarreicos tanto en animales como en los humanos. Las alpacas, principal recurso económico de 
las comunidades andinas, sufren de diarreas asociadas a E. coli patógenas y son manejadas por 
pastores y su familia en estrecho contacto principalmente en la época de parición. El presente 
estudio tuvo como objetivo evaluar la presencia de cepas potencialmente patógenas en muestras 
fecales de alpacas neonatas y los niños dedicados a su crianza evaluando, en 7 familias, la 
presencia de tres patotipos de E. coli (ETEC, EHEC, EPEC).  Para lo cual se analizaron 
muestras de heces no diarreicas en 72 alpacas neonatas y 12 niños. Al análisis de las 72 alpacas 
neonatas muestreadas, 40 animales presentaron al menos un patotipo de E. coli. En 33 de estos 
40 animales se aislaron cepas EPEC clasificadas como típicas (n=6), atípicas (n= 18) y en 9 
animales restantes se recuperaron ambos tipos de cepas típicas y atípicas. De 7/40 animales se 
aislaron cepas EHEC, 4 de estos 7 animales fueron cepas EHEC y de los restantes 3 se aislaron 
combinaciones de cepas EHEC y EPEC típicas y atípicas. En 3 de las 7 familias se detectaron 4 
niños positivos a algún patotipo de E. coli. En uno de ellos se aislaron cepas EHEC y ETEC, en 
dos EPEC típica y uno EPEC atípica.  Estos resultados sugieren a la alpaca como reservorio de 
cepas patógenas de E. coli con la posibilidad de transmitirlo al ser humano.  
Palabras clave: Escherichia coli, diarrea, niños pastores, alpaca 
 
 
ii 
 
ABSTRACT 
 
 
Escherichia coli is part of the normal flora of the intestine of mammals, however, there are 
aggressive strains denominated pathogens due to the presence of virulence factors. This 
pathogen is classified in 6 pathotypes: enterohemorragic E. coli (EHEC), enteropathogenic E. 
coli (EPEC), enterotoxigenic E. coli (ETEC), enteroinvasive E. coli (EIEC), enteoaggregative E. 
coli (EAEC) and diffusely adherent E. coli (DAEC) responsibles of diarrheas in both animals 
and humans. Alpacas are the principal economic resource of the Andean communities, they 
suffer of diarrhea associated with pathogenic E. coli strains and they are raised by shepherds and 
their families in close contact mainly in the breeding season. The objective of this study was to 
evaluate the presence of potentially pathogenic strains in stool samples from neonatal alpacas 
and children involved in their upbringing, in 7 families, the presence of three pathotypes of E. 
coli (ETEC, EHEC, EPEC).  Stool samples not diarrheal were tested from 72 neonatal alpacas 
and 12 children. The analysis of the 72 neonatal alpacas, 40 animals had at least one pathotype 
of E. coli. In 33 of these 40 animals had isolated typical EPEC strains (n = 6), atypical (n = 18) 
and 9 remaining animals were isolated both typical and atypical strains. At 7/40 animals from 
EHEC, 4 strains of these 7 animals were EHEC strains and the remaining 3 were isolated EHEC 
strains and combinations of typical and atypical EPEC. In 3 of the 7 families were detected 
children positive for at least one pathotype E. coli. One child was positive to ETEC and EHEC 
strains, two children with typical EPEC and one child typical EPEC. These results suggest the 
alpaca like a reservoir of pathogenic strains of E. coli with the possibility of transmission to 
humans. 
Keywords : Escherichia coli, diarrhea, shepherd children, alpaca 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
Escherichia coli es parte de la flora normal de los intestinos de los mamíferos, sin 
embargo, hay cepas más agresivas denominadas patógenas debido a presencias de factores de 
virulencias (Whitehead et al., 2006). Este patógeno está clasificado en 6 patotipos, de acuerdo a 
factores de virulencias, y mecanismos para inducir la diarrea: E. coli enterohemorrágica 
(EHEC), E. coli enteropatógena (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli 
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteoagregativa (EAEC) y E. coli difusamente adherente 
(DAEC) (Kaper et al., 2004). 
 
Las cepas patógenas de Escherichia coli son causantes del 30% de diarrea en niños en 
países en desarrollo (O'Ryan et al., 2005). En Arizona hubo un brote de EHEC serotipo 
O157:H7 en dos niños que habían visitado un zoológico y fue asociada con contacto humano-
animal. (CDC, 2005). Actualmente en el Perú, las cepas EPEC, EAEC y ETEC son los 
patotipos más frecuentemente detectados en niños con diarrea (Ochoa et al., 2011). En otro 
estudio, la ETEC fue el patotipo más detectado en el 16% de 381 niños con diarreas en Lima 
(Cama et al., 1999).  
 
Huapaya et al. (2001) reportaron el primer aislamiento de E. coli 0157:H7 utilizando la 
técnica de PCR para identificar el gen stx2 en un lactante menor de 11 meses de edad que 
presentó un cuadro de diarrea disentérica en Tacna, Perú. Este sería el primer caso confirmado 
por prueba molecular y publicada en el país. 
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Los camélidos sudamericanos son el principal recurso económico para las comunidades 
andinas del Perú, donde las personas viven en condiciones de pobreza o extrema pobreza. Estas 
comunidades, además poseen el 80% de la totalidad de una población de alpacas estimada en 4 
millones (Ameghino y DeMartini, 1991) cuya explotación es destinada principalmente para la 
producción de fibra y carne (Bustinza et al., 1998; Fernández-Baca, 2005).  Sin embargo, la 
productividad es afectada por altas mortalidades neonatales principalmente entéricas (50% - 
80%) (Ameghino y DeMartini, 1991; Wheeler, 1991; Bustinza, 2001).  
 
Investigaciones iniciales sobre agentes causales de procesos diarreicos en alpacas 
identificaron cepas patógenas de E. coli del patotipo ETEC productores de la toxina 
termoestable (St) y toxina termolábil (Lt) (Ellis et al., 1983; Ramírez, 1991). En recientes 
investigaciones, sin embargo, las cepas EPEC y EHEC fueron detectadas con mayor frecuencia 
en alpacas neonatas con diarrea y con muerte súbita (Luna et al., 2012; Cid et al., 2010). El 
serotipo de mayor importancia en salud pública (O157), ha sido reportada en nuestro país 
(Cordero et al., 2009) y también en Reino en muestras de heces de alpacas (Featherstone et al., 
2011).  
 
Las cepas patógenas de E. coli aisladas en el Perú proceden mayormente de animales 
sin signos de diarreas y la presencia de cepas EPEC o EHEC en estos animales podrían indicar 
que la alpaca serían reservorios de cepas patógenas y ser fuente de infección para el hombre 
(Mori et al., 2014; Silvera et al, 2012).  
 
Por estas razones, el objetivo del presente estudio fue investigar la detección de tres 
cepas patógenas de E. coli (EPEC, ETEC y EHEC) en alpacas y niños pastores dedicados a su 
crianza. 
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II. REVISION BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1. TAXONOMÍA  
La clasificación taxonómica según el Manual Bergey’s (Garrity et al., 2004), de 
Escherichia coli es: 
Dominio: Bacteria 
Phylum: Proteobacteria 
Clase: Gammaproteobacteria 
Orden: Enterobacteriales 
Familia: Enterobacteriaceae 
Género: Escherichia 
Especie: Escherichia coli 
 
2.2. INTRODUCCIÓN  
Escherichia coli fue identificada por primera vez en 1885 y nombrado Bacterium coli 
commune por el Dr. Theodor Escherich, un pediatra alemán (Escherich, 1885). Él identificó la 
bacteria a través de estudios de la flora intestinal de niños. Más tarde, la bacteria fue encontrada 
de tener propiedades patógenas que implican infección extraintestinal (Escherich, 1894). Hasta 
1919, el nombre de Bacterium coli fue ampliamente utilizado y luego Castellani y Chalmers 
definieron el género Escherichia y estableció la especie tipo E. coli (Castellani y Chalmers, 
1919). 
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Escherichia coli es una bacteria gram negativa, fermentativa, en forma de bacilos (2.0-
6.0 um de largo y 1.1-1.5 um de ancho) con extremos redondeados. Escherichia coli no es 
formadora de esporas, y generalmente es móvil a través de la acción de flagelos perítricos. 
Escherichia coli es anaerobio facultativo y produce gas a partir de la fermentación de 
carbohidratos, como se ve por la producción de ácido y gas a partir de la lactosa a 37ºC y 44ºC.  
Además, la producción de sulfuro de hidrógeno no es normalmente evidente cuando E. 
coli se cultiva en agar hierro triple azúcar (TSI) o agar hierro de Kligler (KIA). Escherichia coli 
también no induce licuefacción de la gelatina a través de la actividad gelatinasa (Percival et al., 
2014). Otras características que son útiles en su identificación incluyen una reacción indol 
positivo, negativa a la producción de ureasa y la falla en utilizar citrato como única fuente de 
carbono. Aunque ampliamente superados en número por las bacterias anaeróbicas, E. coli es la 
principal bacteria anaerobia facultativa en el tracto intestinal de la mayoría de las especies 
animales y es típicamente presente en 107 -109 organismos por gramo en heces. E. coli es por lo 
general el organismo dominante recuperado en cultivo aerobio de las heces (Gyles et al, 2010).  
El tracto intestinal estéril del animal recién nacido rápidamente se contamina con 
bacterias, incluyendo E. coli, de la microflora de la madre y del medio ambiente. E. coli se 
establece rápidamente en el intestino y permanece como parte de la flora normal de toda la vida 
del animal. La concentración de E. coli es baja en la parte superior del intestino delgado pero 
aumenta progresivamente, con concentración máxima en el intestino grueso (Gyles et al., 2010). 
Hay por lo menos seis principales patotipos diarrogénicas de E. coli (otros dos patotipos E. coli 
extraintestinales (exPEC) están vinculados con infecciones del tracto urinario y meningitis 
neonatal) y cada tipo combina alguna forma de unión inicial a la célula hospedera con efectos 
adversos subsecuentes, ya sea a través de la elaboración de una toxina, o la acción directa 
(Croxen y Finlay, 2010). Estos tipos de E. coli incluyen la E. coli enterohemorrágica (EHEC), 
junto con E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli 
enteropatógena (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli difusamente adherente 
(DAEC). Cada tipo específico provoca enfermedades diarreicas a través de diferentes 
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mecanismos y cada enfermedad se presenta con variadas manifestaciones clínicas (Percival et 
al., 2014). 
La serotipificación es un método bien establecido que está basado en las diferencias de 
los antígenos O, K, y H determinados por la porción de polisacárido del lipopolisacárido 
(LPS), polisacárido capsular, y las proteínas flagelar, respectivamente (Scheutz et al., 2004). 
Los antígenos K no son determinados de manera rutinaria y la serotipificación generalmente 
implica la determinación de antígenos O y H. Actualmente, hay 174 antígenos O (O1 - O181, 
con grupos O 31, 47, 67, 72, 93, 94, y 122 eliminados) y 53 antígenos H (H1 - H56, con 13, 22 
y 50 no asignado) en el esquema de tipificación internacional. Cada vez más, métodos de la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) están siendo desarrollados para la detección de los 
genes que son específicos para varios antígenos importantes de O y H (Prager et al., 2003). 
Otros procedimientos que se utilizan para caracterizar aislamientos incluyen la electroforesis en 
gel de campo pulsado (PFGE), ADN polimórfico amplificado al azar (RAPD), polimorfismo de 
longitud de fragmentos amplificados (AFLP) y el análisis de factores de virulencia (Gyles et al., 
2010). 
 
La detección de factores de virulencia que son únicos o asociados con tipos particulares 
de cepas patógenas de E. coli es importante para la identificación y caracterización de E. coli 
patógenas. Como se mencionó anteriormente, el termino patotipo, o menos comúnmente 
patovar, se utiliza para identificar los tipos de E. coli sobre la base de su mecanismo de 
virulencia (Levine 1987; Nataro y Kaper 1998; Milon et al., 1999) como se indica por la 
presencia de genes de virulencia que caracterizan el proceso por el cual la enfermedad es 
causada. Este sistema identifica amplias clases de E. coli patógenas, tales como ETEC, EPEC, 
EHEC (Gyles et al, 2010). 
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2.3. PRINCIPALES PATOTIPOS CAUSANTES DE DIARREA POR Escherichia coli 
En el presente estudio se ha hecho énfasis en 3 patotipos por su mayor prevalencia y 
como causantes de problemas entéricos, principalmente en animales jóvenes y como riesgo 
potencial de problemas de salud pública: E. coli enterotoxigenica (ETEC), E. coli 
enteropatogena (EPEC), el cual está muy relacionada con diarrea infantil y E. coli 
enterohemorragica (EHEC), que es el más patógeno, pudiendo causar epidemias y muerte de 
individuos afectados, este tipo ha sido muy estudiada por ser un problema de salud pública, 
siendo muchos animales, entre ellos el vacuno y ovino, los principales reservorios de esta cepa 
(Caprioli et al., 2005). 
 
2.3.1. Escherichia coli ENTEROTOXIGENICA (ETEC) 
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) causa gastroenteritis con diarrea acuosa 
profusa acompañada de calambres abdominales. La sangre, pus y moco están generalmente 
ausentes en la diarrea y el vómito y fiebre son rara vez evidentes. ETEC induce la enfermedad a 
través de la producción de dos enterotoxinas, una toxina termoestable y una toxina termolábil, 
que afectan tanto el transporte de electrolitos como resultado en la pérdida excesiva de líquidos. 
La gravedad de la enfermedad varía considerablemente, de la enfermedad relativamente leve y 
de corta duración a enfermedad de severa amenaza a la vida. La dosis infecciosa es alta, con 
aproximadamente 106 organismos requeridos para causar la infección. El período de incubación 
asociado con la infección de este grupo de E. coli es 12-72 horas, con duración de la 
enfermedad a menudo 3-5 días (Percival et al., 2014). A continuación se describirá los factores 
de virulencia de mayor importancia en ETEC.  
2.3.1.1. ENTEROTOXINAS 
Dos clases principales de enterotoxinas son producidos por ETEC (Gyles 1994; Turner 
et al., 2006): toxina termoestable (ST), y toxina termolábil (LT). Ambos tipos de enterotoxinas 
son codificados por plásmidos. ST ha sido más caracterizada como STa (o STI) y STb (o STII) 
basados en el tamaño, estructura molecular y actividad biológica.  
7 
 
LT es altamente antigénica, considerando ST poco antigénico. Las enterotoxinas provoca 
alteraciones en el metabolismo de fluido intestinal pero no producen lesiones patológicas o 
cambios morfológicos en la mucosa intestinal (Gyles et al., 2010). 
 
2.3.1.2. TOXINA TERMOESTABLE-A (STa) 
STa (también llamado STI) es un péptido aminoácido transportado a través de la 
membrana interna, plegada en el periplasma, luego secretada a través de TolC. STa ha sido 
designado STaP (producido por bovino, porcino, y ETEC humano) o StaH (producido por 
ETEC humano), basado en diferencias menores en la composición. STa se une a un receptor de 
glicoproteína guanilato ciclasa C (GC - C) en las criptas y vellosidades de las células epiteliales 
intestinales y activa la guanilato ciclasa, que estimula la producción de GMP cíclico (GMPc) 
(Giannella y Mann 2003; Turner et al., 2006.; Al - Majali et al., 2007). Los niveles elevados de 
GMPc en la célula activa GMPc dependiente de proteína quinasa II (cGKII) que resulta en la 
fosforilación del canal de cloruro. La activación resulta en la secreción de Cl- y HCO3-, así como 
la inhibición de la absorción de Na+. Basado en la concentración y afinidad de los receptores 
Sta, el yeyuno posterior parece ser el sitio principal de la hipersecreción en respuesta a la STa. 
Hay buena evidencia de que STa se une a otros receptores y que cuenta con otras actividades, 
pero su relación con la diarrea no se conoce (Sellers et al., 2008).  
 
Los efectos de STa son reversibles. STa está activo en ratones lactantes y cerdos 
jóvenes, pero es menos activo en cerdos de mayor edad, consecuente con la disminución de 
afinidad y la densidad de los receptores STa al aumentar la edad. No es sorprendente que las 
cepas de ETEC que producen STa como la única enterotoxina estén asociadas con la 
enfermedad en cerdos, terneros y corderos neonatales. El gen que codifica Sta, estA, tiene un 
contenido de AT de 70% y se asocia con transposones que son portados por plásmidos (Gyles et 
al, 2010) 
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2.3.1.3. TOXINA TERMOESTABLE-b (STb)  
STb (también llamado STII) es un péptido de aminoácidos que no está relacionada con 
STa en composición y mecanismo de acción (Dubreuil., 1997). STb es sintetizado como un 
precursor que se libera en el periplasma donde se convierte a una forma activa. Se exporta 
cruzando la membrana externa a través de la proteína externa de membrana TolC y proteínas 
accesorias. ETEC productoras de STb se asocian principalmente con los cerdos y la mayoría de 
ETEC porcinos producen STb (Gyles et al, 2010). El receptor de las células del epitelio 
intestinal que se une a STb ha sido identificado como sulfatide (Beausoleil et al., 1999; 
Gonçalves et al., 2008). STb no altera los niveles de GMPc o AMPc en células de la mucosa 
intestinal, diferenciándose de este modo en el mecanismo de acción de STa y LT-I. La unión de 
STb a su receptor conduce a la captación de Ca2+ en la célula, activando la proteína quinasa C. 
Elevado los niveles de Ca2+ inducen la secreción de agua duodenal y yeyunal y electrolitos por 
mecanismos desconocidos (Harville y Dreyfus., 1995). 
STb permeabiliza las células epiteliales intestinales in vitro, sin matarlos. In vivo, STb 
causa la pérdida de las vellosidades de las células epiteliales y en algunos, atrofia de las 
vellosidades. STb es inactivada por la tripsina, y en presencia de inactivador de tripsina, está 
activo en los intestinos de los ratones, ratas, y vacas. Aunque ETEC produciendo sólo STb 
puede inducir diarrea en cerdos jóvenes (Fairbrother et al., 1989), su asociación con cerdos 
post-destete y datos experimentales indica que STb es probable que sea de vital importancia en 
los animales más viejos. El gen estB que codifica STb es portado en plásmidos (Erume et al., 
2008). 
2.3.1.4. TOXINA TERMOLÁBIL (LT) 
Dos subtipos de LT (LT-I y LT-II), se han descrito. LT-I es muy similar a la toxina del 
cólera (CT), tanto estructural como funcionalmente. LT-I es transportado a través de la 
membrana externa por una vía altamente homóloga al sistema de secreción tipo II (T2SS) para 
la secreción de CT (Tauschek et al., 2002). Se une al LPS y se asocia con vesículas de 
membrana externa. Tanto LT-I y el T2SS se encuentran en uno de los polos de la bacteria y hay 
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evidencia que la entrega efectiva de la toxina implica interacción íntima de la bacteria y la 
célula huésped (Dorsey et al., 2006).  
Después de la unión a su receptor de superficie celular específico, LT-I es internalizado 
por endocitosis mediada por receptor luego transportado de manera retrógrado al aparato de 
Golgi y el retículo endoplásmico (RE). Los altos niveles de AMPc en la célula activan el 
Regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quística (CFTR) a través de la 
fosforilación por la proteína quinasa A (Viswanathan et al., 2009). La apertura de este canal 
anión resulta en el aumento de la secreción de iones de Cl- y HCO-3. También hay disminución 
de la absorción de iones Na+. El efecto de LT-I es irreversible y el enterocito afectado 
permanece como un hipersecretor de AMPc hasta que se extrude. La secreción excesiva de 
electrolitos y agua conduce a la deshidratación, acidosis metabólica, y posiblemente la muerte 
(Nataro y Kaper, 1998).ETEC (positiva LT) típicamente producen fimbria K88 y STb, lo que 
sugiere que puede haber una conexión funcional entre estos factores de virulencia. Estudios 
recientes han demostrado que la LT promueve la adhesión de ETEC in vitro e in vivo (Berberov 
et al., 2004; Johnson et al., 2009). LT puede también inducir la apoptosis de las células 
linfoides, aparentemente por medio de diferentes mecanismos dependiendo de la etapa de 
diferenciación de estas células (Tamayo et al., 2009). Se han realizado pocos estudios sobre la 
ocurrencia de ETEC positivo LTII pero ETEC con los genes para LTII han sido aislados de los 
seres humanos, vacas, búfalos, cerdos y avestruces. Las enterotoxinas LTII comparten 
propiedades inmunomoduladoras de LTI pero difieren en sus uniones específicas. 
PATOGENESIS  
E. coli enterotoxigénica (ETEC) entra en el animal por vía oral, y cuando están 
presentes en número suficiente, colonizan el intestino delgado seguido de la fijación por 
adhesinas fimbriales a los receptores en el epitelio del intestino delgado.  ETEC prolifera 
rápidamente para alcanzar números masivos de 109 por gramo en el intestino en los mediados de 
yeyuno al íleon. ETEC se adhiere estrechamente al epitelio intestinal y produce enterotoxinas 
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que estimulan la secreción de agua y electrolitos en el lumen intestinal. Esto conduce a la 
diarrea si el exceso de fluido en el intestino delgado no se absorbe en el intestino grueso. ETEC 
causa diarrea acuosa severa, que puede conducir deshidratación, apatía, acidosis metabólica, y la 
muerte. En algunos casos, especialmente en cerdos, la infección puede progresar tan 
rápidamente que la muerte ocurre antes del desarrollo de la diarrea, y se conoce como 
colibacilosis entérico complicada por shock. 
 Este fenómeno se debe probablemente a la rápida liberación de grandes cantidades de 
LPS por la colonización ETEC. LPS estimula la sobreproducción de mediadores de la 
inflamación incluyendo el factor de necrosis tumoral (TNF) - α, interleucina (IL) - 1, e IL - 6, 
que causan estos síntomas (Whitfield et al., 1994). Infecciones entéricas por ETEC también 
pueden resultar en septicemia secundaria y manifestaciones de ictericia, hemorragias 
petequiales en las membranas mucosas, y esplenomegalia acompañado por diarrea severa y 
deshidratación (Fairbrother y Ngeleka., 1994).  
  
2.4.  Escherichia coli ENTEROHEMORRAGICA (EHEC) 
Este tipos de E. coli aislada de casos de diarrea hemorrágica por consumo mayormente 
de alimentos de origen animal contaminado, ha cobrado mucha importancia en los últimos años, 
recomendándose en muchos laboratorios de referencia, la vigilancia epidemiológica de este 
patógeno (Huguet et al., 2002). El serotipo clásico de esta cepa es la E. coli O157:H7, implicado 
en brotes en humanos. Otra característica clave de esta etapa es su toxicidad en línea celular 
VERO (derivado celular de riñón de mono verde afriano) (Konowalchuk et al., 1977). A 
continuación se describirá los factores de virulencia más importante en EHEC.  
2.4.1. TOXINA SHIGA (Stx) 
Las dos principales toxinas Stx de E. coli son Stx1, que es idéntica a Stx de Shigella 
dysenteriae, y Stx2, que es 56% homóloga a Stx1. Las variantes de los dos tipos principales de 
Stx se han identificado basado principalmente en la composición de aminoácidos y las 
propiedades biológicas. Las diferencias en los reservorios animales, enfermedades de los 
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animales, y la gravedad de la enfermedad en los seres humanos se han relacionado con los 
distintos tipos de Stx (O’Loughin y Robins-Browne., 2001). 
La inducción de fagos por agentes que afectan el ADN bacteriano o de la pared celular, 
incluidos los antibióticos, puede conducir a un aumento masivo de la producción de toxinas 
(Kimmitt et al., 2000). La producción máxima de Stx in vitro se produce a 37ºC. Típicamente, 
Stx se une con alta afinidad a su receptor glicolípido, globotriaosilceramida (Gb3), en la 
superficie de células epiteliales o endoteliales del hospedero, y es internalizado por endocitosis 
mediada por receptor. Siguiendo la transferencia retrógrada a través del aparato de Golgi, la 
toxina se asocia con el retículo endoplasmatico rugoso, el cual es liberado en el citosol (Sandvig 
y Van Deurs 2002). Stx inducen vías de señalización que resultan en la apoptosis y la activación 
del factor nuclear κB (NF - κB), quinasas Src, y activador de la proteína-1 (AP-1) (Heyderman 
et al 2001).  
La presencia de Gb3 en la superficie de las células es crítico para la susceptibilidad a 
Stx. Otros factores tales como la composición de ácidos grasos de Gb3, la internalización de los 
complejos toxina- receptor, y la degradación de la toxina internalizada también afecta la 
susceptibilidad celular (Lingwood et al,. 1998). Stx puede unirse a receptores de proteínas no 
caracterizados en la superficie de ciertas células epiteliales, pero el papel de estas proteínas en la 
captación de Stx es desconocido (Devenish et al., 1998). 
Líneas de células intestinales, tales como CaCo2 y T84 transfiere Stx desde la superficie 
dentro del citoplasma sin mostrar signos de citotoxicidad (Philpott et al., 1997). Aunque el 
mecanismo de transferencia no se conoce, esta ruta es probable que sea importante en la 
internalización de Stx desde el lumen intestinal al compartimiento vascular. Hay evidencia 
reciente que Stx2 promueve la adhesión de EHEC O157: H7 a las células epiteliales in vitro y 
en el intestino de los ratones y cerdos. El mecanismo parece ser la estimulación de la 
producción del receptor intimina en la superficie de las células (Robinson et al., 2006).  
2.4.2. PATOGÉNESIS 
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E. coli enterohemorrágica (EHEC) produce toxinas tipo Shiga (llamados así debido a su 
similitud con las toxinas producidas por Shigella dysenteriae) que son citotóxicos para las 
células Vero. La más prevalente EHEC es la cepa denominada “O157”. La transmisión de estos 
organismos se cree que ocurre principalmente a través de alimentos contaminados. El período 
de incubación tras la ingestión de EHEC es de 3-8 días y la duración de la enfermedad es 
generalmente 1-12 días. Después de la ingestión de la dosis requerida que es <100 organismos, 
se desarrollan síntomas que incluyen diarrea acuosa y sangrienta. EHEC también causa colitis 
hemorrágica y síndrome urémico hemolítico, siendo este último caracterizado por 
trombocitopenia, anemia hemolítica microangiopática y falla renal. Los síntomas que resultan 
de EHEC incluyen un dolor abdominal "cólico", seguida de diarrea con sangre, y en algunos 
casos vómitos. La pérdida de sangre es a menudo severa después de sólo unos días después de 
la infección (Percival et al., 2014) 
EHEC en el medio ambiente son ingeridos, pasan a través del estómago al intestino, 
donde colonizan y producen Stx. En EHEC positivo LEE, la formación de la lesión AE es una 
característica importante de la colonización intestinal. En EHEC negativo LEE, la unión de 
EHEC al epitelio se produce en un patrón no íntimo. Cantidades variables de la toxina son 
absorbidas dentro de la circulación y causan daño vascular en los órganos diana. Los factores 
que influyen en la producción y la absorción de la toxina en el intestino son en gran parte 
desconocida. Otros productos bacterianos, tales como LPS, pueden contribuir a la patología por 
la inducción de citocinas y la regulación positiva de receptores para Stx. (Gyles et al, 2010) 
2.5.  Escherichia coli ENTEROPATOGÉNICA (EPEC) 
Mientras que el agua y los alimentos son instrumentos en la transmisión y propagación 
de E. coli, la dosis requerida para este patógeno para causar la infección es alta, típicamente en 
el intervalo de 106-109 organismos. EPEC están implicados como una causa de diarrea en varias 
especias de animales. Estas cepas inducen lesiones AE en la mucosa intestinal y son agrupadas 
en una categoría de E. coli llamado E. coli de adhesión y borrado (AEEC) (Nataro y Kapper, 
1998). 
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Los genes que codifican las proteínas implicadas en el desarrollo de la lesión AE están 
agrupados en el LEE, primero descrito en cepas EPEC de humanos (Nataro y Kapeer 1998). En 
EPEC humano, una adhesina fibrilar de adherencia difusa, EPEC Afa, parece funcionar como 
una adhesina inicial que es eventualmente eliminado de la región de contacto bacterias-
hospedero para permitir la interacción de la intimina-Tir y formación de la lesión AE (Keller et 
al., 2002). Muchos EPEC humanos poseen bundle forming pili (Bfp) tipo IV codificados por 
plásmidos, los cuales son responsables de la adhesión localizada de estas bacterias a las células 
HeLa in vitro (Girón et al. 1993) y se proponen para ser responsable de la adherencia inicial de 
bacterias entre sí y con la membrana apical del enterocito diana (Donnenberg et al. 1997).   
2.5.1. La Lesión AE 
Ciertos EHEC poseen el locus de borrado del enterocito (LEE), una IPA cromosómico 
que codifica proteínas requeridas para un sistema de secreción de tipo III (SSTT), proteínas 
implicadas en la adherencia íntima de las bacterias al epitelio del hospedero, y las proteínas 
secretadas implicadas en la transducción de señales en la célula epitelial huésped (Nataro y 
Kaper, 1998; Dean y Kenny, 2009). Un componente crítico es la eae (E. coli de adhesión y 
borrado) gen que codifica la proteína de membrana externa intimina (Eae) que funciona como 
una adhesina. El gen tir codifica la translocación del receptor intimina (Tir), una proteína que se 
transporta a través de la SSTT en el citoplasma de la célula huésped y vuelve a aparecer en la 
superficie de la célula huésped, donde actúa como un receptor para la intimina (Sinclair et al., 
2006).  
En respuesta a las proteínas efectoras que son inyectadas al enterocito, la célula huésped 
sufre una extensa reorganización del citoesqueleto, que implica la lisis de las microvellosidades, 
la formación de un pedestal, y la acumulación de actina y otras proteínas del citoesqueleto por 
debajo de las bacterias (Kaper et al., 1998). Los cambios en la célula huésped incluyen aumento 
en los niveles intracelulares de calcio, la inhibición de la absorción de Na+ y Cl-, la estimulación 
de la secreción de Cl-. Finalmente el aparato en forma de aguja del SSTT se pierde y la intimina 
y Tir se unen para efectuar el contacto íntimo entre las bacterias y la célula huésped.  La 
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activación de NF - κ B resulta en la síntesis de IL - 8 y atracción de leucocitos 
polimorfonucleares (PMN) que migran entre las células epiteliales dentro del lumen intestinal. 
2.5.2. PATOGÉNESIS  
EPEC se adhiere a las células epiteliales intestinales, probablemente por medio de 
adhesinas específicas como AF/R1, AF/R2 y Ral en el conejo, y bfp en el perro. Las adhesinas 
bacterianas involucradas en este paso no han sido bien caracterizados en EPEC de especies 
animales distintas al conejo. Una señal es luego liberada desde las bacterias a las células 
epiteliales, probablemente a través de la SSTT y proteínas secretadas (Viswanathan et al. 2009).  
La señal resulta en aumento de los niveles intracelulares de calcio, la fosforilación de 
ciertas proteínas de las células epiteliales y la activación de quinasas y de la actividad de unión 
al receptor Tir. El resultado es una unión bacteriana íntima a las células epiteliales debido al 
reconocimiento de Tir y los receptores de la célula huésped por la intimina bacteriana, y 
cambios del citoesqueleto, tales como acumulación de la actina polimerizada directamente 
debajo de las bacterias adheridas. Hay un posterior borrado de microvellosidades en la 
proximidad de la unión bacteriana y las bacterias son observadas a menudo posarse en una 
estructura como pedestal que puede extenderse desde la célula epitelial en una estructura como 
seudópodo. La actividad de señalización también resulta en una afluencia de neutrófilos PMN 
en el sitio de la adherencia bacteriana.  
Los mecanismos por los que EPEC inducen diarrea no se conocen bien. La pérdida de 
absorción de las microvellosidades por la lesión AE podría conducir a la diarrea debido a la 
mala absorción (Nataro y Kaper 1998). Sin embargo, la rápida aparición de la diarrea sugiere 
que un mecanismo secretor más activo también está involucrado y puede resultar del efecto de 
la actividad de señalización de EPEC sobre los mediadores intracelulares de transporte de iones 
intestinal, tales como calcio, fosfatos de inositol, y la tirosina quinasa. El desarrollo de la diarrea 
también puede ser debido, en parte, a un aumento de la permeabilidad de las uniones estrechas 
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entre las células epiteliales, una respuesta inflamatoria localizada en el sitio de la lesión, seguido 
de una transmigración de leucocitos PMN. 
2.6. LA SUPERVIVENCIA EN EL MEDIO AMBIENTE 
El reservorio natural de E. coli es el intestino de los seres humanos y otros animales de 
sangre caliente. Aunque E. coli sobrevive en el medio ambiente, no parece crecer y finalmente 
morir. Como consecuencia de ello, la presencia en el medio ambiente se toma como una 
indicación de contaminación fecal (Feachem et al., 1983).  
Escherichia coli tiene importancia en bacteriología del agua, ya que proporciona un 
marcador útil de la contaminación fecal y no a causa de su patogenicidad intrínseca. La teoría es 
que si E. coli está presente, entonces otras bacterias entéricas potencialmente patógenas 
también. A pesar de las preocupaciones sobre la fiabilidad de E. coli como marcador de la 
seguridad en el agua, sigue siendo la única especie que casi todas las muestras de rutina se 
ponen a prueba (Gleeson y Gray, 1997). 
Desde el tracto intestinal, E. coli puede causar una variedad de enfermedades, pero las 
cepas respons ables, así como los que causan la enteritis en los seres humanos y mamíferos, se 
caracterizan por la presencia de factores de virulencia específicos. Las infecciones con dichas 
cepas se desarrollan ya sea por la vía endógena, o a través de la diseminación en los hospitales a 
través de equipo contaminado y por manos de personal de salud. 
Se han notificado casos de infección por E. coli asociados con el tratamiento del agua 
contaminada, y el agua potable. (Dev et al., 1991; Swerdlow et al., 1992; Chalmers et al., 
2000). Los bovinos infectados en granjas son sospechosos de causar la contaminación del agua 
con E. coli (Gyles, 2007; Johnson, 2003; Johnson et al., 2003) y el agua de riego se ha 
notificado de ser una fuente de contaminación (Watchel et al., 2002a, 2002b). Un estudio 
realizado por Kerr et al. (1999) determinaron que la E. coli O157: H7 fue capaz de sobrevivir 
durante largos periodos en el agua mineral embotellada comercialmente. Escherichia coli O157 
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se ha detectado en el agua de pozo de cuatro sitios diferentes en Escocia, Reino Unido (Artz y 
Killham, 2002).  
2.7. LA SUPERVIVENCIA EN AGUA Y EPIDEMIOLOGÍA 
Todas las E. coli patógenas se adquieren directamente o indirectamente de portadores 
humanos o animales. Dada la sensibilidad de E. coli al cloro y otros desinfectantes, la cloración 
adecuada por lo general elimina eficazmente cualquier riesgo para la salud (Hunter, 2003). 
Existe preocupación sobre el posible rol de los biopelículas sobre cómo actúan en la 
protección de E. coli patógenas. Las dosis muy altas infecciosas requeridos para toda E. coli 
patógena, distintos de EHEC, sugiere que esta posible vía de transmisión es poco probable 
como un riesgo. La dosis infecciosa baja de EHEC potencialmente aumenta el riesgo de 
infección de biopelículas en el agua, pero no ha habido brotes o casos esporádicos de EHEC 
implicados con el suministro de agua desinfectados adecuadamente. (Percival et al., 2014). 
Recientes investigaciones ha demostrado que E. coli puede sobrevivir en ambientes 
acuáticos, aunque los factores que contribuyen a la supervivencia, son poco conocidos. Alta 
prevalencia de E. coli O157 ciertamente se ha encontrado durante los periodos más cálidos 
(Hancock et al., 1998). La exposición al agua recreacional, incluyendo el uso de las piscinas, se 
ha implicado como fuente de E. coli O157:H7 (Ackman et al., 1997; Keene et al., 1994), 
aunque la información sobre E. coli O157:H7 en aguas naturales y agua potable sigue siendo 
limitada, lo cual es debido principalmente al hecho de que a menudo este patógeno se este 
produciendo en concentraciones bajas (por debajo de los límites de sensibilidad de la detección) 
(Percival et al., 2014). 
En los Países Bajos, E. coli O157 fue aislado (utilizando un método de enriquecimiento 
específico) en 2,7% de los 144 pozos privados, a pesar de que estas muestras cumplan con los 
estándares de agua potable necesarios (Schets et al., 2005). En Canadá, tras un estudio de 2 años 
llevado a cabo en la cuenca del Río Oldman, el 0,9% de las muestras de agua superficial (n = 
1483) fueron contaminados con E. coli O157: H7 (Johnson et al., 2003). En el agua de río, E. 
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coli O157:H7 también se ha aislado de la Cuenca del Río Oldman en el sur de Alberta, Canadá 
(Gannon et al., 2004). Escherichia coli O157 fue encontrado en 33 muestras de agua de 
superficie en Baltimore, EE.UU., tras el uso de caldo de enriquecimiento y 
electroquimioluminiscencia inmunomagnética. Sin embargo, E. coli O157 sólo se encontró en 
bajas concentraciones de < 1células por 100 ml de agua cruda (Shelton et al., 2001). 
 
2.8. Escherichia coli EN HUMANOS 
La diarrea continúa siendo un problema importante de salud en el mundo, además es la 
tercera causa común de muerte en niños menores de 5 años de edad, lo que representa 1.87 
millones de muerte por año, donde los patotipos de E. coli en conjunto son responsables del 30 
al 40% de los episodios de diarrea aguda en niños y reconocidos como importante patógenos, 
aun en países en vías de desarrollo (O’Ryan et al., 2005). Estas bacterias colonizan el intestino 
del ser humano, puediendo transmitirse directamente de persona a persona, de animal a persona 
o indirectamente a través del agua o los alimentos contaminados (Nataro et al., 1998). 
2.8.1. Escherichia coli ENTEROTOXIGENICA (ETEC) 
ETEC es una de las principales causas de muerte en niños menores de 5 años en los 
países en desarrollo. Adultos y niños mayores en los países tropicales también pueden infectarse 
por ETEC y generalmente se convierten en portadores asintomáticos, como resultado de la 
inmunidad de la mucosa. Las personas que no adquieren inmunidad desarrollan una condición 
conocida como diarrea del viajero que se manifiesta como breves episodios de diarrea a veces 
acompañados de náuseas, vómitos y dolores abdominales. La diarrea del viajero afecta hasta el 
60% de las personas que van a los países tropicales y de ellos, unos 20 a 40% se producen 
debido a la ETEC. En los niños ecuatorianos de 7-10 meses de edad, hubo una asociación 
estadística entre el consumo de agua potable de baja calidad y anticuerpos para ETEC (Brüssow 
et al., 1992).   
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Transmisión de persona a persona de ETEC no parece ser común y mayormente la 
transmisión de la enfermedad es esporádica a través de las fuentes de alimentos y agua.  Hubo 
varios brotes hídricos debido a ETEC. Un brote particularmente grande afectó a más de 2000 
empleados y visitantes a un parque nacional estadounidense en Oregon en el verano de 1975 
(Rosenberg et al., 1977). E. coli enterotoxigénica fue aislada de 20 (16,7%) de 120 muestras 
rectales examinados. Hubo una fuerte correlación entre la enfermedad y agua potable en el 
personal del parque y los visitantes (p <0,00001). El único grupo en el que no hubo asociación 
con el agua potable del parque fue unos visitantes que comprendían del 7-9 de julio de 1975 
cuando la cloración del suministro de agua fue monitoreada de cerca. El agua provenía de un 
manantial superficial que fue contaminada por un desbordamiento de aguas residuales algunos 
650m cuesta arriba desde la primavera. Se suponía que el suministro fue tratado, pero no hubo 
un monitoreo sistemático de los niveles de cloro en todo el sistema de distribución (Percival et 
al., 2014). 
Otro brote reportado afectó a 251 pasajeros y 51 tripulantes en un crucero por el 
Mediterráneo (O'Mahony, 1986). E. coli enterotoxigénica fue aislado de 13 de 22 pasajeros y 6 
de 13 tripulantes muestreados. Coliformes fecales fueron aisladas de agua corriente y agua 
potable de grifo fue el único factor de riesgo asociado con la enfermedad en un estudio de casos 
y controles (p = 0.01). Hubo varios defectos en el sistema de agua de la nave, incluyendo la 
posible cloración y cubiertas defectuosas. Los brotes fueron asociados con el consumo de 
bebidas con cubitos de hielo a bordo de la nave y también fueron asociados con el consumo de 
agua sin embotellar. Se sugirio que el agua en los puertos de ultramar era la fuente de la 
infección y que dicha agua debe ser tratada antes de su uso (Daniels et al., 2000). 
En otro brote fueron afectados 175 efectivos militares israelíes y al menos 54 civiles en 
los Altos del Golán. Una tubería de agua común suministraba todos los puestos militares 
afectados y las comunidades civiles. Las muestras de agua de varios puntos a lo largo del 
sistema de distribución mostraron cloración insuficiente y altas concentraciones de E. coli. 
(Huerta et al., 2000). 
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2.8.2. Escherichia coli ENTEROHEMORRAGICA (EHEC) 
EHEC se encuentra en los intestinos de varias especies animales, incluyendo en 
ganados. La infección de los seres humanos puede seguir propagación fecal-oral directa de 
animales infectados o de otros seres humanos, o estar relacionado con la contaminación de los 
alimentos o el agua. Muchos brotes han seguido el consumo de productos de carne, 
hamburguesas de carne particularmente mal cocido o productos para ensaladas. Varios brotes de 
EHEC han sido asociados con el contacto de agua recreativa y beber agua potable. Serotipo 
O157:H7 es la cepa EHEC notificada con mayor frecuencia en Europa y América del Norte y la 
única cepa ligada a brotes de enfermedades relacionadas con el consumo de agua. Sin embargo, 
las cepas de EHEC no O157 están siendo cada vez mas reconocidas como causas de brotes 
debidos a transmisión alimentaria y la transmisión de persona a persona (Percival et al., 2014) 
El primer brote de infección por E. coli O157:H7 que fue fuertemente vinculado al 
consumo de agua potable se produjo en Burdine Township, Missouri entre el 15 de diciembre 
de 1989 y 20 de enero 1990 (Swerdlow, 1992). De una población de 3126, un total de 243 
personas desarrollaron la enfermedad y de éstos, 86 desarrollaron diarrea con sangre, 36 fueron 
hospitalizados y cuatro murieron. En un estudio de caso y control, en 53 casos, el único factor 
importante fue que las personas infectadas bebían más tazas de agua municipal por día (7,9) que 
otros individuos (6,1) (p = 0,04).  
Un brote de E. coli O157:H7 en Grampian, Escocia, Reino Unido afectó a cuatro 
personas durante el caluroso verano de 1990 (Dev et al., 1991). Las cuatro personas (tres chicos 
de entre 4, 8 y 9 años, y una mujer de 20 años de edad) desarrollaron colitis hemorrágica. El 
pueblo involucrado normalmente recibe su agua de un depósito situado en una colina en el 
pueblo. Sin embargo, debido al clima caliente este suministro era bajo y también se utilizó agua 
de dos depósitos auxiliares. Uno de estos depósitos se alimentó de una fuente que se parecía a 
un sistema de campo de drenaje que pudo haber sido contaminada por estiércol de vacuno. 
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Durante octubre de 1992, un gran brote de diarrea con sangre afectó a miles de personas 
en Sudáfrica y Suazilandia (Isaacson et al., 1993). En algunas zonas, los casos fueron 
principalmente los hombres que bebían agua superficial en los campos, mientras que las 
mujeres y los niños que bebieron agua de pozo se salvaron. Escherichia coli O157:H7 se aisló 
del 14,3% de 42 muestras de estiércol de ganado y 18,4% de 76 muestras de agua recogidas al 
azar. El problema de fondo parece haber sido carcasas de ganado y el estiércol que se lava en 
los ríos por las fuertes lluvias tras un período de sequía. Un brote afectó a turistas 
internacionales que regresaban de Fuerteventura, Islas Canarias en marzo de 1977 (Pebody et 
al., 1999). Catorce casos confirmados y un caso probable fueron identificados de cuatro hoteles. 
Tres de los cuatro hoteles fueron suministrados con agua de un pozo privado. 
Un brote en Highland, Escocia, Reino Unido ilustro una serie de lecciones importantes 
(Licence, 2001). La fuente del brote fue un suministro privado de agua sin tratar y sin 
protección que vino de una zona donde se les permitió pastar animales. Seis personas fueron 
afectadas, todos los cuales eran visitantes de la zona. No ocurrieron casos en residentes 
permanentes. Este brote demuestra que la inmunidad a EHEC se puede desarrollar. También 
ilustra el riesgo de permitir a los visitantes a beber aguas de suministros privados donde los 
suministros están en zonas donde los animales pastan y no hay un tratamiento eficaz. 
El brote más grande y más notorio de EHEC asociada con el agua potable se produjo 
durante mayo y junio del 2000 entre los residentes de Walkerton, Ontario, Canadá (Anon, 
2000). Había aproximadamente 1346 casos de enfermos identificados, aunque muchas personas 
fueron infectadas con Campylobacter en lugar de EHEC. Además, 65 personas fueron 
ingresadas en el hospital de los cuales 27 desarrollaron SUH y hubo seis víctimas mortales. La 
enfermedad fue fuertemente asociada con el consumo de agua potable. El agua potable provenía 
de una serie de pozos y hubo una fuerte evidencia que sugiere que uno de los pozos se había 
contaminado con heces de ganado después de fuertes lluvias e inundaciones. 
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2.8.3.  Escherichia coli ENTEROPATOGENA (EPEC) 
Escherichia coli enteropatógena (EPEC) fue reconocida por primera vez como una de 
las causas de diarrea infantil en la década de 1940, y se asoció con brotes en hospitales y 
guarderías en el Reino Unido. Durante uno de estos brotes, Bray (1945) preparó un antisuero de 
una cepa de E. coli aislada de un paciente con diarrea y utilizo este antisuero para demostrar que 
las cepas epidémicas pertenecían al mismo serogrupo, más tarde reconocido como E. coli O111. 
En 1987, la Organización Mundial de la Salud (1987) reconoció serotipos EPEC de 12 
serogrupos O distintos (O26, O55, O86, O111, O114, O119, O125, O126, O127, O128, O142 y 
O158). Aunque los grandes brotes de diarrea infantil debido a EPEC han desaparecido en gran 
parte de los países industrializados, EPEC sigue siendo una causa importante de diarrea infantil 
potencialmente fatal en los países en desarrollo (Trabulsi et al., 2002). En Brasil, por ejemplo, 
las cepas EPEC se recuperaron de hasta un 30% de los casos de diarrea en lactantes de bajo 
nivel socioeconómico (Gomes et al., 1996). En Uruguay, E. coli patógenas son los agentes 
bacterianos más frecuentemente identificados asociados con gastroenteritis en niños en los 
grupos de población de bajos ingresos. Aunque el rotavirus se reconoce cada vez más como una 
causa frecuente de estas infecciones, EPEC todavía representa una vasta proporción de los casos 
de diarrea (Torres et al., 2001). En un estudio, indican que cepas de EPEC atípicas podrían ser 
una causa significativa de infecciones humanas en España y confirma que, en países 
desarrollados, EPEC atípicas son mas frecuentemente aislados de pacientes con diarrea (5.2%) 
de EPEC típica (0.2%) (Blanco et al., 2006). Sin embargo, cepas EPEC atípicas han sido 
frecuentemente aislados de niños saludables (Beutin et al., 2003; Pabst et al., 2003), mas 
estudios son requeridos para establecer la significancia clínica de estos resultados.  
2.9. Escherichia coli EN EL PERÚ 
La diarrea en niños menores de cinco años de edad es la tercera causa principal de 
muerte a nivel mundial. Entre los distintos patógenos causantes de esta patología, los patotipos 
de E. coli son frecuentemente detectados y responsables del 30%-40% de diarreas agudas en 
niños (O’Ryan et al., 2005). 
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Investigaciones iniciales en nuestro país reportan cepas EPEC en niños con diarrea en 
un 4.2% (Salazar-Lindo et al., 1993) resultados muy similares a lo obtenido (4.9%) por Lanata 
et al. (1992) pero distintos a los reportados por otros investigadores (Greenberg et al. 1991; 
Figueroa-Quintanilla et al. 1993; Castro Rodríguez et al.1997) quienes obtienen tasas de 
infecciones mucho mayores (22%, 27% y 27.8%).  Se observa, a la vez, variaciones en las 
frecuencias de este patotipo EPEC desde 11.7 % hasta 19.3% a través del tiempo (Salazar-Lindo 
et al., 2000; Salazar-Lindo et al., 2004). Además, se observó en el estudio realizado en 233 
cepas aisladas de niños con diarreas en el laboratorio de Hospital de Emergencias Pediátricas de 
Lima, el 17.2% fueron cepas E. coli enteroagregativas (EAEC) y 1.3% EPEC (Arias et al., 
2004). En otros estudios, se trató de asociar ciertos patotipos de E. coli con diarreas persistentes 
y agudas en muestras obtenidas de 107 niños hospitalizados con diarreas persistentes y 1325 
con diarreas agudas, todos menores de un año de edad, detectándose similares frecuencias para 
el patotipos EPEC (10.5% vs 10.1%) y EHEC (15.2% vs 14.5%) pero distintos para las ETEC 
(7.02% en grupo persistentes vs 15.2% de las agudas) (López et al. 1996). 
Diversos estudios caso-control han sido realizadas para conocer el rol de las cepas 
patógenas de E. coli en cuadros diarreicos. Pazzaglia et al. (1991) analizaron muestras de heces 
de 391 niños (< 18 meses de edad) hospitalizados con diarreas agudas, obteniéndose un 11% 
EPEC y 9.5% ETEC, con mayor presencia de la toxina termolábil (lt) mayor que la toxina 
termoestable (st), y de 138 niños sin diarrea, no se logró determinar ningún patotipo.   
En otro estudio en 1129 niños con diarreas y 744 niños sin diarreas fueron similarmente 
analizados para identificar solamente cepas ETEC, logrando detectarse 5.3% y 4.3% 
respectivamente, mayormente en niños mayores de un año de edad. Cuando se concentran en 
caracterizar estas cepas ETEC buscando diferenciar en presencia de una sola toxina (Lt, St o 
ambas), lograron identificar un mayor porcentaje cepas ETEC positivos solamente a la toxina 
termolábil (Lt) (52% de niños con diarrea y 72% en niños sin diarrea) y cepas ETEC positiva a 
la toxina St en 25% y 9% y cepas con las dos toxinas, 23% y 9% respectivamente (Rivera et al., 
2010).  
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Medina et al. (2010), siguiendo el tipo de estudio caso-control, analizaron niños 
infectados con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) para ver diferencia de patotipos en 
niños con y sin diarreas analizando 70 muestras de heces por grupo. Observaron una mayor 
frecuencia de cepas patógenas de E. coli en niños sin diarreas (26%) comparado con el 19% en 
el grupo con diarreas y las encontradas fueron: cepas EAEC (10% vs 6%), EPEC (10% vs 6%) 
y ETEC (3% vs 4%) respectivamente. 
Se han realizado, igualmente, similares estudios de caso-control (diarreas vs no diarreas) en 
muestras de heces de niños mayores y menores de 6 meses de edad, buscando determinar la 
susceptibilidad de la edad con la presencia de cepas patógenas de E. coli. El análisis reportó 
cepas en las siguientes proporciones: EAEC (15.1% vs 17.9%), DAEC (4.6% vs 2.1%), EPEC 
(7.6% vs 9.9%), ETEC (3.2% vs 1.2%), EHEC (0.5% vs 1.2%). La presencia de cepas 
patogénicas es superior en niños mayores de 6 meses de edad. Las cepas EPEC atípicas fueron 
detectadas en mayor proporción que las EPEC típicas en ambos grupos con y sin diarreas. Al 
analizarse la totalidad de cepas ETEC, la presencia de la toxina termolábil (Lt) es más frecuente 
que la termoestable (St), y ambas. Entre las cepas EHEC las stx1 y eae fueron las detectadas sin 
observarse cepas positivas a stx2 (Ochoa et al, 2009). En otro estudio, ejecutado en 120 cepas 
EPEC aisladas de niños con diarreas y sin diarreas, las EPEC atípicas fue común en ambos 
grupos 73% (54/74 diarreicas) y 87% (40/46 sin diarreas) (Contreras G et al, 2010). Sin 
embargo, recientes estudios pediátricos evidencian que las cepas EPEC atípicas se encuentran 
significativamente asociadas con procesos diarreicas en países como Brasil y México (Araujo et 
al; 2007; Moreno et al; 2008; Estrada-García et al., 2009). Huapaya et al. (2001) reportaron el 
primer aislamiento de la cepa EHEC (stx2) serotipo O157:H7 por la técnica de PCR en un 
lactante menor de 11 meses de edad quien presentó un cuadro de diarrea disentérica en Tacna. 
Este sería el primer caso confirmado por prueba molecular y publicada en el país.  
Dado los reportes de cepas EHEC en niños con diarrea, Sakihara et al. (2001) realizaron 
estudios con el fin de conocer sobre sus características clínicas y factores de riesgo. Indican que  
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en el país se reportó 149 pacientes con SUH entre los años 1976 a 1996 atendidos en el Instituto 
Nacional de Salud del Niño. El 99% de los pacientes fueron menores de 5 años y de ellos el 
85% menor de 2 años; en el 96% estuvo asociada a diarrea. Los casos clínicos se presentaron 
mayormente en primavera y verano (63%). La tasa de incidencia hospitalaria se ha 
incrementado progresivamente, con mayores presentaciones en el último quinquenio y 
solamente en el 33% de los casos termina en una insuficiencia renal aguda. 
Siguiendo con las investigaciones en cepas EHEC, Contreras et al. (2011) reportan una baja 
prevalencia de cepas EHEC (0.4%) observadas en 14/3219 en casos de diarrea y 0.6% (15/2695) 
en el grupo control en niños menores de 3 años de edad.  En los niños infectados no presentaron 
el SUH tampoco en el único caso que presento diarrea sanguinolenta.  El análisis de cepas 
EHEC revelo un 83% positivo a stx1, 17% a stx2 y el 72% fueron también positivos a eae 
siendo el serotipo más común fue O26:H11 (14%).  El autor concluye recomendando analizar 
cepas EHEC en niños con diarrea sanguinolenta y SUH.  
Por ello, Llanos et al. (2012) examinaron 131 niños menores de 5 años de edad con 
cuadros diarreicos sanguinolentos en el Hospital Nacional Cayetano Heredia (HNCH), 
identificando cepas EHEC en un 9.2% y asociando la presencia de este patotipo con ausencia de 
fiebre, característica, según el autor,  debe aumentar la sospecha de estas cepas en pacientes con 
diarrea sanguinolenta. 
En otra investigación, con el fin de determinar la prevalencia de los seis patotipos de E. 
coli, analizaron un total de 8003 cepas aisladas de niños con diarreas (4243) y sin diarrea 
(3760). Los resultados fueron los siguientes: EAEC 9,9% vs 10.4%, EPEC 8,5% vs 10.9%, 
ETEC 6,9% y DAEC 4,8%. Los patotipos restantes estuvieron presentes en los dos grupos pero 
en porcentajes inferiores al 1% (Ochoa et al, 2011). 
La mayoría de estos estudios han sido realizados en centros hospitalarios de la Gran 
Lima pero muy pocos estudios provienen de zonas rurales ni se han evaluado a poblaciones que 
conviven estrechamente con animales productivos como las familias alpaqueras 
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2.10. Escherichia coli EN ALPACAS 
Los camélidos sudamericanos son el principal recurso económico para las comunidades 
andinas del Perú, donde las personas viven en condiciones de pobreza o extrema pobreza. Estas 
comunidades, además poseen el 80% de la totalidad de una población de alpacas estimada en 4 
millones (Ameghino y DeMartini, 1991) cuya explotación es destinada principalmente para la 
producción de fibra y carne (Bustinza et al., 1998; Fernández-Baca, 2005).  Sin embargo, la 
productividad es afectada por altas mortalidades neonatales principalmente entéricas (50% - 
80%) (Ameghino y DeMartini, 1991; Wheeler, 1991; Bustinza, 2001).  
Investigaciones iniciales sobre agentes causales de procesos diarreicos en alpacas 
identificaron cepas patógenas de E. coli del patotipo ETEC productores de la toxina 
termoestable (St) y toxina termolábil (Lt) (Ellis et al., 1983; Ramírez, 1991). Posteriormente, 
Arainga et al. (2008), a partir de hisopados rectales de alpacas jóvenes con diarrea, detectaron 
cepas EHEC reportando la presencia del gen stx1 (57%) y stx2 (60%).  
En investigaciones recientes, de 94 muestras de hisopados diarreicos neonatales, se 
detectaron 12.8% EPEC (en mayor cantidad de cepas EPEC atípicas) y 11.8% EHEC (Cid et al., 
2010). Esto contrasta con los resultados obtenidos por Luna et al (2012), que al analizar 27 
hisopados rectales y 24 contenidos intestinales de crías muertas, obtiene un mayor porcentaje de 
cepas patógenas de E. coli: 70.4% de los hisopados clínicos y en 45.8% de los contenidos 
analizados. Estos mismos autores logran detectar un 94.7% cepas EPEC (mayormente EPEC 
típicas) y 3.7% EHEC (positivo al gen stx2) en crías padeciendo diarreas clínicas y 54.5% 
EPEC atípicas y 45.5% EHEC (mayor cantidad de stx1) en las crías muertas.  En este mismo 
estudio ninguna de las cepas EHEC tenía el gen eae; sin embargo, las lesiones intestinales de las 
crías muertas con historia de diarreas correspondieron mayoritariamente a enteritis hemorrágica 
y se detectaron con frecuencias casi similares de cepas EHEC y EPEC.  
Debido a los resultados anteriores, diversos estudios comenzaron a analizar crías de 
alpacas con o sin signos de diarrea para obtener mayor conocimiento sobre asociación de E. coli 
en los cuadros de diarrea, por ello Mori et al (2014) recolectaron 324 hisopados rectales de 
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alpacas de 60 días de edad procedentes de dos grupos, en similares cantidades, con y sin signos 
de diarreas, logrando obtener un total de 39 cepas patógenas (23 cepas EHEC y 16 EPEC 
atípicas) mayormente (34/39) de cuadros sin diarreas. En las crías con cuadros diarreicos, 
identificaron 3 cepas EHEC (una stx1, una stx2 y una en combinación stx2 y hlyA) y 2 EPEC 
atípicas contrastando con 20 cepas EHEC (mayormente stx2 positivas) y 14 cepas EPEC 
atípicas de animales sin diarreas. 
La presencia, en alpacas, de cepas EHEC O157 de mayor patogenicidad para humanos, 
ha sido investigada. Después de analizar 107 cepas en dos grupos de cepas obtenidas de alpacas 
con y sin diarreas, se detectaron 55 cepas de animales con diarreas y 52 cepas de animales sin 
diarreas. En el grupo diarreico se obtuvo 7 EPEC y 4 EHEC, y en el no diarreico, 5 fueron 
EPEC y 9 EHEC, sin lograr identificar la presencia del gen rfbO157. Sin embargo, en esta 
especie animal se ha logrado identificar el O157:H7 en nuestro país de animales aparentemente 
sanos (Cordero et al., 2009) y en Gran Bretaña donde las alpacas compartían espacios con 
ovinos, equinos y cerdos que también resultaron positivos a este mismo serotipo, lo cual podría 
haber favorecido la diseminación de la E. coli O157 (Featherstone et al., 2011).  
A pesar que en muestras diarreicas reportan cepas EHEC mayormente positivas el gen 
stx1 (Cid et al., 2010; Luna et al., 2012), en alpacas sin diarrea han logrado identificar 
principalmente el gen stx2 (Silvera et al., 2012; Mori et al., 2014) siendo este capaz de producir 
un cuadro clínico más severo en el ser humano comparado con cepas positivas a stx1 y en 
combinación (Pickering et al., 1994). Además, la presencia de esta cepa sugiere la alpaca podría 
ser reservorio semejante a los roles desempeñados por el bovino, ovino, porcino y otras especies 
(OIE, 2004). 
Este riesgo es relevante pues el manejo de alpacas en el mundo andino implica un 
estrecho contacto de los pastores y su familia con las crías, especialmente con las más débiles y 
las que se encuentran enfermas (Rosadio et al, 2012). 
Por ello el presente estudio tuvo como objetivo detectar cepas patógenas de Escherichia coli en 
alpacas neonatas y niños pastores dedicados a su crianza. 
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2.11. IDENTIFICACIÓN POR PCR 
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es un método enzimático de síntesis in 
vitro de largas cantidades de una región diana de ADN (Brown, 2000). Este proceso de 
amplificación requiere de cantidades mínimas de ADN. La técnica fue desarrollada por Kary B. 
Mullis, y descrita por primera vez en 1985, siendo esta una manera más simple de sintetizar 
grandes cantidades de ADN in vitro, basándose en el procedimiento que emplea la célula in vivo 
(Erlich y Arnheim, 1992). 
 
2.12. ETAPAS DE LA PCR 
Las etapas de la PCR se llevan a cabo, una tras otra, en episodios cíclicos. Cada ciclo 
consiste de tres etapas: 
2.12.1. DESNATURALIZACIÓN 
Durante la desnaturalización (a temperatura de 95°C), las dobles cadenas del ADN se 
separan para formar cadenas sencillas. En la etapa inicial de desnaturalización, es esencial que 
se desnaturalice completamente el patrón de ADN. La desnaturalización incompleta del ADN 
dará como resultado el uso ineficiente del patrón en el primer ciclo de amplificación y en 
consecuencia, en un escaso rendimiento del producto de la PCR (Sambrook et al, 1989; Brown, 
2000). 
2.12.2. HIBRIDACIÓN  
Durante la hibridación (a temperaturas que oscilan entre 45°C y 60°C), un iniciador se 
une a una cadena de ADN y otro se une a la cadena complementaria. Los sitios de hibridación 
de los iniciadores se han elegido para que fomente la síntesis del ADN en la región de interés 
durante la extensión. La temperatura de hibridación se calcula en 5°C por debajo de la 
temperatura de fusión del duplo iniciador-patrón de ADN. Si se obtiene productor de la PCR no 
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específicos, además del producto esperado, la temperatura de hibridación se puede optimizar 
aumentándola por incrementos de 1 a 2°C (Sambrook et al, 1989; Brown, 2000). 
2.12.3. EXTENSIÓN  
Durante la extensión (a temperatura cerca de 72°C) la síntesis del ADN se lleva a cabo 
en la región de interés y con distancias viables en la región flanqueante, produciendo 
fragmentos de longitudes variables. Esta síntesis es realizada por una ADN polimerasa 
termoestable, la Taq polimerasa, junto con un suministro de precursores de ADN 
(dexosinucleotidos trifosfatos: dATP, dCTP, dCTP y Dttp) y la mezcla es calentada a una 
temperatura óptima para la síntesis de ADN, entre 70 a 75°C. Los oligonucleótidos alineados en 
el ADN molde, actúan ahora como iniciadores para la síntesis de nuevos polinucleótidos 
complementarios para las cadena molde de ADN (Sambrook et al, 1989). 
Después del último ciclo, las muestras suelen incubarse a 72°C durante 5 min para 
completar los extremos que sobresalen de los productos de la PCR recién sintetizados 
(Sambrook et al, 1989). 
Los ciclos de desnaturalización, hibridación y extensión son repetidos de 20 a 30 veces, 
con un número de moléculas de ADN sintetizado que se dobla durante cada ciclo, esta 
exponencial amplificación resulta en la síntesis de un gran número de copias de la secuencia de 
ADN flanqueado por el par de iniciadores (Sambrook et al, 1989; Brown, 2000). 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1. Lugar del Estudio 
Las muestras de animales y de los niños pastores provinieron de la localidad de Santa 
Rita, Ciudad Lircay, Provincia Angares del Departamentno de Huancavelica ubicada entre 3271 
metros sobre el nivel del mar y tantos 12°59′03″ latitud y 74°43′13″ longitud y distante de 75 
km de la cuidad de Huancavelica (Mi Perú, 2013). El procesamiento y análisis de las muestras 
se realizaron en las instalaciones de la Unidad de Biología y Genética Molecular de la Facultad 
de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.  
3.2. Toma y Procesamiento de muestras  
3.2.1.  Niños y Animales 
Se recolectaron heces de un total de 72 crías de alpacas entre 2 a 7 semanas de edad y 
de 12 niños, hijos de pastores, que se encontraron presentes en el muestreo en el mes de febrero 
del año 2012. Los animales y los niños muestreados no presentaran signos diarreicos al 
momento del muestreo. 
3.2.2. Recolección de muestras 
Las muestras para el aislamiento de Escherichia coli consistieron de hisopados rectales 
de crías de alpacas y en el caso de los niños consistió en la entrega de un falcón de 50 ml. Todas 
las muestras sospechosas de contener cepas de E. coli en ambos casos fueron conservadas en 
glicerol a -80ºC.  
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3.2.3. Reactivación, Aislamiento e Identificación de Escherichia coli  
Las cepas congeladas fueron reactivadas en caldo Soya Tripticasa (MERCK) por 18 
horas a 37ºC en condiciones de aerobiosis, y posteriormente sembradas en Agar MacConkey 
(MERCK) e incubadas en las mismas condiciones. Posteriormente se seleccionaron las colonias 
que presentaron coloración rojiza (fermentación de lactosa) para su identificación bioquímica.  
Para la identificación de Escherichia coli se utilizaron los siguientes criterios: i) 
Fermentación de lactosa, ii) Descarboxilación o desaminación de la lisina (Agar lisina hierro o 
LIA, MERCK), iii) Utilización de citrato (Agar Citrato de Simons MERCK), iv) Producción de 
indol (Medio SIM, MERCK), v) Actividad citocromo oxidasa (producción de la oxidasa, 
MERC), vi) Actividad catalasa, vii) Hidrolisis de la urea (Caldo urea MERCK).  
Posteriormente las colonias identificadas como E. coli se inocularon en tubos 
conteniendo 1 ml de caldo LB (LB Broth Lennox ACUMEDIA) e incubado a condiciones 
aeróbicas a 37ºC por 18 horas. 
3.3.  Genotipificación 
3.3.1. Extracción de ADN bacteriano  
La extracción de ADN bacteriano fue realizada por el método Fenol-Cloroformo, 
siguiendo el protocolo establecido en el laboratorio (Luna et al., 2012). El cual, las colonias se 
diluyeron en 500 ul de Buffer STE 1X (0.01M Tris HCL pH 8, 0.015M NaCl y 0.001 EDTA pH 
8), manteniéndose condiciones estériles e incubadas a 4ºC por 12 horas, para luego 
homogenizarse y centrifugarse a 1400 g por 5 minutos para eliminar el sobrenadante. El 
precipitado obtenido fue resuspendido en 500 ul de STE 1X, y después de agregarse 35ul de 
SDS al 20% y 500 ul de fenol:cloroformo, se homogenizo y centrifugó a 1400 g para extraer el 
sobrenadante. Este último procedimiento fue repetido nuevamente para proceder a extraer el 
sobrenadante agregando cloroformo v/v.  El ADN fue precipitado usando isopropanol y etanol 
al 30% (grado de biología molecular), y diluido con buffer TE. El ADN extraído se conservó a -
20ºC hasta su posterior utilización.  
La concentración del ADN fue determinado mediante comparación de intensidad de 
fluorescencia con el ADN de Fago Lambda digerido con la enzima de restricción Hind III (λ 
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DNA/Hind III Markers, PROMEGA) en un gel de agarosa al 0.8% (Seakem LE Agarose, 
CAMBREX) (Imagen 1). 
 
 
 
 
Figura1. Calidad de ADN de E. coli de muestras de heces de Alpacas; 1-15: Muestras de ADN 
de E. coli de Alpacas; L: ADN de Fago lambda (λ) 
 
3.3.2. PCR múltiple 
La técnica de la reacción en cadena de la polimerasa múltiple (PCR múltiple) fue 
realizada empleando los primers diseñados por Pass et al (2000) para detectar los los genes eae, 
stx1, stx2, sta, stb y lt de los patotipos EPEC, EHEC y ETEC (Cuadro 1).  Las cepas EPEC 
fueron, posteriormente, analizadas usando los primers diseñados por Gunzburg et al (1995) para 
el gen Bundle-forming pili (bfp) y las EHEC para la detección del serotipo O157:H7, los 
primers diseñados por Wang et al (2002) para los genes rfbO157 y flicH7 (Cuadro 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 1        2         3         4        5        6        7        8        9       10      11      12      13      14      15        L     
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Cuadro1. Cebadores empleados en la PCR múltiple 
Primer Secuencia Tamaño 
Eae (F) TGA GCG GCT GGC ATG AGT CAT AC 
(R) TCG ATC CCC ATC GTC ACC AGA GG 
241 bp 
Stx1 (F) ACG TTA CAG CGT GTT GCR GGG ATC 
(R)TTG CCA CAG ACT GCG TCA GTR AGG 
121 bp 
Stx2 (F) TGT GGC TGG GTT CGT TAA TAC GGC 
(R) TCC GTT GTC ATG GAA ACC GTT GTC 
102 bp 
Stb (F) CCC CCT CTC TTT TGC ACT TCT TTC C 
(R)TGC TCC AGC AGT ACC ATC TCT AAC CC 
423 bp 
Lt1 (F) TGG ATT CAT CAT GCA CCA CAA GG 
(R) CCA TTT CTC TTT TGC CTG CCA TC 
360 bp 
Sta (F) TTT CCC CTC TTT TAG TCA GTC AAC TG 
(R) GGC AGG ATT ACA ACA AAG TTC ACA G 
160 bp 
Bfp (F) AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC 
(R) GCC GCT TTA TCC AAC CTG GTC 
326bp 
rfbO157 
 
(F) CTA CAG GTG AAG GTG GAA TGG 
(R) ATT CCT CTC TTT CCT CTG CGG 
328 bp 
flicH7 (F) TAC CAT CGC AAA AGC AAC TCC 
(R) GTC GGC AAC GTT AGT GAT ACC 
247 bp 
Fuente: Pass et al (2000), Gunzburg et al (1995) y Wang et al (2002)  
 
La mezcla de la reacción de PCR fue desarrollada siguiendo el protocolo establecido 
por Pass et al. (2000), con algunas modificaciones. La mezcla de la reacción utilizó 1.0 pmol de 
cada cebador forward y reverse para la detección del gen stx1, 1.0 pmol de stx2, 0.5pmol de sta, 
1.0 pmol de stb, 0.5 pmol de lt, 0.5 pmol eae, 100mM de KCL, 20 mM de Tris-HCL (pH: 8.3), 
3mM de MgCl2, 0.5mM de cada dNTPs, 2.5 U Taq Polimerasa y 1 ul de ADN bacteriano (25-
30ng) en un volumen final de 20 ul. Las condiciones de PCR fueron de 95ºC por 5 minutos 
seguidos de 30 ciclos (95C por 30 segundas, 63C por 30 segundos y 72C por 30) con una 
extensión final de 72C por 5 minutos.  
Las cepas positivas solo al gen eae, fueron seleccionadas para realizar otro protocolo de 
PCR para detectar el gen bfp, codificadores del Bundle-forming Pili, utilizando los cebadores 
diseñados por Gunzburg et al. (1995). Esta prueba utilizó una mezcla consistente de 0.5µM de 
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cada cebador, 1.5 µl de buffer PCR 10X, 1.5 mM de MgCl2, 100 µM de cada dNTP, 1 U de Taq 
polimerasa y 1 µl de ADN bacteriano en temperaturas desnaturalizantes iniciales de 94 ºC por 5 
min, 30 ciclos de 94 ºC por 1 min, 60 ºC por 1 min y 72 ºC por 1 min, y una extensión final de 
72 ºC por 5 min.  
Las cepas positivas al gen stx1 y/o stx2, fueron analizadas para la detección del serotipo 
O157:H7 mediante los genes flicH7 y rfbO157, siguiendo el protocolo de Wang et al. (2002) 
con algunas modificaciones. El ensayo de PCR fue realizado con 10x Buffer PCR, 2mM de 
MgCl2, 0.2mM dNTPs, 2U taq DNA Polimerasa y 1 ul de ADN bacteriano con un volumen 
final de 20ul.  Las condiciones para la amplificación de los genes fueron: 95ºC por 5 minutos, 
seguidos de 30 ciclos de 95ºC por 30 segundos, 58ºC por 30 segundos, 72ºC por 30 segundos, 
con una extensión final de 72ºC por 7 minutos. La amplificación de todas las reacciones de PCR 
fueron realizadas en un termociclador modelo 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, 
EEUU). 
Los productos de PCR fueron separados por la técnica de electroforesis usando una 
cámara tipo horizontal, en un gel de agarosa (SeaKem LE Agarose, CAMBREX) al 2.5% 
diluido en buffer TBE 0.5X (Tris Base 0.0445M, Ac. Borico 0.0445M y EDTA 0.001M pH 8) a 
100 V por 2 horas. Para la observación de las bandas de ADN amplificadas, el gel fue teñido 
por inmersión en una solución de bromuro de etidio (0-5ug/ml) por 2 min y visualizado en un 
transiluminador UV. Para la estimación del tamaño de los amplicones se utilizó un marcador de 
peso molecular (100 bp DNA ladder, PROMEGA). 
 
3.3.3. Determinación de los patotipos de Escherichia coli 
La determinación de los patotipos fue realizada de acuerdo a la clasificación establecida 
por Nataro y Kaper (1998) y basada en la presencia de los genes stx1, stx2, eae, sta, stb, y lt. 
(Cuadro 2). 
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Cuadro 2. Patotipos de Escherichia coli según los cebadores. 
Gen Enterotoxigenica 
ETEC 
Enterohemorrágica 
EHEC 
Enteropatogénica 
EPEC 
Stx1 - +/- - 
Stx2 - +/- - 
Eae - +/- + 
Sta +/- - - 
Stb +/- - - 
Lt +/- - - 
Fuente: Nataro y Kaper (1998 ; (+): Presencia del gen; (-): Ausencia del gen 
Las cepas EPEC fueron clasificadas en típicas y atípicas determinadas por la presencia o 
ausencia del gen bfp respectivamente. Por otro lado, las cepas EHEC que amplificaban al gen 
rfbO157, fueron consideradas positivas al antígeno somatico O157, al igual en aquellas 
positivas al gen flicH7 como poseedoras del antígeno flagelar H7. 
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IV. RESULTADOS 
 
El análisis de las muestras obtenidas de los animales y de los niños en las siete familias 
dedicadas a la crianza de alpacas ubicadas en la localidad de Santa Rita del departamento de 
Huancavelica se encuentran detallados en la tabla 1. De los 72 animales muestreados se 
obtuvieron 288 cepas sospechosas de E. coli y de los 12 niños se logró aislar un total de 48 
cepas.  
Al análisis de las 72 alpacas neonatas muestreadas, 40 animales presentaron al menos 
un patotipo de Escherichia coli (Cuadro 3). En 33 de estos 40 animales se aislaron cepas EPEC 
clasificadas como típicas (n=6), atípicas (n= 18) y en 9 animales restantes se recuperaron ambos 
tipos de cepas típicas y atípicas (Cuadro 3, Figura 2 y 3).  De 7/40 animales se aislaron cepas 
EHEC, 4 de estos 7 animales fueron cepas EHEC y de los restantes 3 se aislaron combinaciones 
de cepas EHEC y EPEC típicas y atípicas (Cuadro 3, Figura 2 y 3). 
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 Cuadro 3. Relación de Patotipos de E. coli asilados por alpaca 
Patotipos de E. coli Número de Animales Porcentaje (%) 
EPEC  EPEC atípico 18 25% 
EPEC típico 6 8.3% 
EPEC típico y atípico 9 12.5% 
EHEC EHEC 4 5.6% 
EHEC y EPEC atípica 2 2.8% 
EHEC y EPEC típico 1 1.4% 
TOTAL TOTAL 40/72 55.6% 
 
Al analizar el total de las cepas aisladas, las EPEC atípicas fueron las mas frecuentes 
(59.5%), seguidas de las típicas (30.9%) y en menor frecuencia las EHEC (13.2%) (Cuadro 4). 
Ocho de las las 9 cepas EHEC fueron positivas para el gen stx2, y solo una cepa fue positiva al 
gen stx1 (Cuadro 4).  En 6/9 EHEC tenian además el gen eae, pero en ninguna de estas cepas 
EHEC se le detectaron genes rfbO157 y flicH7, correspondiente al serotipo O157:H7.  
Cuadro 4. Aislados de cepas patógenas de E. coli 
Patotipos de E. coli Número de cepas Porcentaje (%) 
EPEC atípico 38 55.9% 
EPEC típico 21 30.9% 
EHEC  9 13.2% 
TOTAL 68 100% 
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Figura 2. PCR múltiple de las cepas E. coli aisladas de alpacas y niño 
L: Marcador 100 bp; 1: Cepa control positiva a los genes rfbO157 y flicH7; 3: Cepa control 
positiva a los genes eae, stx1, stx2; 5, 6, 8: cepas positivas al gen eae y stx2 de alpaca y 7: cepa 
positiva al gen eae de niño. 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Clasificación de las cepas EPEC por PCR multiple aisladas de alpacas y niños 
L: Marcador de 100 bp; 1,4,5: cepas positivas al gen bfp de alpaca, 8,9: cepas positivas al gen 
bfp de niño 
 
 L       1       2      3       4      5      6       7      8  
L       1       2       3       4       5       6       7       8       9      
241 bp 
121 bp 
102 bp 
328 bp 
247 bp 
326 bp 
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Al relacionar asilamiento con edad de las alpacas muestreadas se detectaron que ambos 
tipos de EPEC fueron aislados a partir de la segunda semana hasta la séptima semana de edad, a 
diferencia de las cepas EHEC que se detectan a partir de la tercera semana de edad. Ambos 
patotipos de cepas EPEC y EHEC fueron reportadas en mayor cantidad en la tercera semana de 
edad. 
Cuadro 5. Relación de cepas patógenas de E. coli de acuerdo a la edad del animal 
Edad del 
Animal 
EPEC 
EHEC 
Total de 
cepas 
N° de Animales 
Positivos 
Total de 
Animales Total  (bfp+)  (bfp-) 
2 semanas 2 1 1 0 2 2  2 
3 semanas 13 3 10 4 17 9 16 
4 semanas 9 4 5 2  11 7 17 
5 semanas 10 3 7 1 11 7  13 
6 semanas 10 2 8 2  12 6  9 
7 semanas 4 3 1 0 4 3  4 
ND 11 5 6 0 11 6  11 
Total 59 21 38 9 68 40 72 
ND: No determinado 
En 4 de los 12 niños procedentes de 7 familias estudiadas se encontraron patotipos de E. 
coli (Cuadro 6) y de 8 de las 48 cepas fueron patógenas. Seis de estas 8 cepas contenían genes 
eae correspondientes a cepas EPEC (4 típicas y 2 atípicas), una EHEC y la otra restante ETEC 
(Cuadro 7). La cepa EHEC fue positiva al gen stx1 y adicionalmente al gen eae, y la cepa ETEC 
amplificó la toxina termolábil (lt).  
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Cuadro 6. Relación de niños positivos a algún patotipo de E. coli  
Patotipo de E. coli Número de niños Porcentaje (%) 
EPEC atípica 1 8.33% 
EPEC típica 2 16.67% 
EHEC, ETEC 1 8.33% 
TOTAL 4/12 33.33% 
 
Cuadro 7. Relación de cepas aisladas de niños 
Patotipos de E. coli Número de cepas 
EPEC típica 4 
EPEC atípica 2 
EHEC 1 
ETEC 1 
TOTAL 8/48 
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V. DISCUSIÓN 
 
La diarrea neonatal infecciosa en alpacas es una de las patologías más frecuentes 
durante la época de parición. Investigaciones iniciales mencionan al Clostridium perfringes 
responsable de la enterotoxemia, como causa principal de la diarrea (Ameghino y DeMartini et 
al., 1991, Perez et al, 2012; Rosadio et al; 2012) sin embargo diversos estudios sugieren que 
este proceso es producto de interacciones patogénicas, entre ellos la interacción de eimerias y 
Clostridium perfringes (Rosadio et al., 2010) y se sospecha de la participación de distintos 
patotipos de Escherichia coli que han sido aislados a partir de diarreas clínicas y contenidos 
intestinales de fatalidades neonatales indicando la presencia de cepas EPEC y EHEC (Luna et 
al., 2012; Cid et al., 2010).  Con el fin de conocer más sobre el rol de la E. coli en los procesos 
diarreicos, se han realizados diversos estudios en animales con y sin signos diarreicos, 
detectándose cepas patógenas aún de animales aparentemente normales y sin signos clínicos. 
(Silvera et al., 2012; Mori et al., 2014). Los distintos patotipos reportados en alpacas, son 
potencialmente patógenos para el hombre, donde E. coli es responsable del 30% de los casos de 
diarrea infantil (O'Ryan et al., 2005), pudiendo producir infecciones fatales usualmente en 
personas inmunológicamente comprometidas pero sobre todo en niños (Medina et al., 2010). 
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Las infecciones bacterianas en humanos ocurren por consumo de productos cárnicos 
contaminados y posiblemente por contacto directo con animales portadores de serotipos 
patogénicos (CDC, 2005).  
Los resultados del presente estudio demuestra que las alpacas y los niños de pastores 
son portadores de cepas potencialmente patógenas de E. coli. Los análisis de los hisopados 
rectales de alpacas neonatas sin signos de diarrea, demuestran que más del 50% de estos 
animales muestreados tenían al menos un patotipo de E. coli probablemente patogénica para 
ambos tipos de hospederos. En alpacas, las cepas EPEC fueron aisladas con mayor frecuencia, 
concordante con el estudio realizado por Silvera et al (2012), evidenciando que estos animales 
son portadoras de cepas EPEC de significado riesgo pecuario y sanitario pues este patotipo es la 
principal causa de diarrea infantil en poblaciones humanas de bajos niveles socioeconómico 
(Gomes et al., 1996). El riesgo patogénico se acentúa pues la mayoría de las cepas fueron EPEC 
atípicas, reportadas como factor de riesgo para la presentación de la diarrea infantil en Brasil, 
México y en el Perú (Araujo et al; 2007; Moreno et al; 2008; Estrada-García et al., 2009) 
A pesar de la baja frecuencia (9 de 38 genotipos) de cepas EHEC en las muestras de 
alpacas (Cuadro 4). Interesantemente, las cepas EHEC fueron principalmente positivas al gen 
stx2 identificadas ser productoras de cuadros clínicos severos en humanos frente a las cepas que 
poseen solo el gen stx1 o ambos (Pickering et al., 2004). Ademas, la mayoría de las cepas 
EHEC recuperadas, tenían el gen eae responsable de la lesión de adhesión y borrado (Kaper et 
al, 2004) y de acción patológica, tal vez necesaria para una mayor agresividad patológica 
demostrada en la mayoría de brotes ocasionadas por el serotipo O157 (Werber et al., 2003).  La 
potencial patogenicidad de estas cepas EHEC aisladas se refuerzan pues 7 de estos aislados 
fueron citotóxicas para células VERO (datos por publicarse) de manera similar a los hallazgos 
por Luna et al (2012).  Sin embargo debe indicarse que estas cepas han sido recuperadas de 
animales sin signos diarreicos, indicando que tal vez en estos no tenían expuestos los receptores 
celulares para iniciar la infeccion (Sandvig y Van Deurs, 2002) u otro factor no determinado en 
el presente estudio. La no asociación de cepas EHEC con procesos diarreicos, puede ser 
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interpretada, que la alpaca, de manera similar al bovino, sea portador sano en un estado de 
adultez (Mori et al., 2014; Silvera et al., 2012; Duncanson, 2013).  Todas estas 7 cepas EHEC 
productoras de verocitotoxicidad fueron negativas a serotipo O157:H7, productores del 
síndrome urémico hemolítico (SUH) y la colitis hemorrágica (CH) en humanos. La no detección 
del serotipo O157:H7 coincide con los reportes de Silvera et al (2012) sin embargo el estudio 
realizado por Cordero et al (2009) detectan este serotipo en nuestro país asi como lo reportado 
en camélidos sudamericanos de Reino Unido (VLA, 2009; Duncanson, 2013).  
A pesar de haberse realizado serotipificación de nuestros aislados, se debe indicar que 
cepas entero patogénicas aisladas de alpacas con signos diarreicos corresponden a los serotipos 
de O78, O8 de cepas ETEC (Ramírez et al., 1985); O8:H49, O21:H19, O117:H19 de cepas 
EHEC (Guzmán, datos por publicarse). Mientras que las cepas EHEC aisladas de animales 
aparentemente normales correspondieron a los serotipos: O21:H?, O26:H6, O117:H?, 
O118:H21, O128:H2, O146:H-, O146:H21, 0157:H7, ONT (Cordero et al., 2009) y H7 en el 
estudio realizado por Mori et al (2014). Los distintos serotipos reportados en alpacas, se han 
visto implicados como causantes de signos diarreicos en humanos (Crossman et al, 2010; Cho et 
al, 2010; Blanco et al, 2004; Mora et al, 2011; Eklund et al., 2001). 
En las muestras fecales no diarreicas de niños se lograron aislar solamente en 4/12 
individuos y se lograron detectar de los 48 aislados solamente 8 fueron potencialmente 
patogénicas. La baja frecuencia de aislamientos tal vez refleje la poca cantidad de niños 
analizados. Sin embargo, entre estas cepas se detectaron a los 3 patotipos: EHEC, EPEC y 
ETEC concordantes con estudios previos realizados en nuestro país (Ochoa et al., 2011; Ochoa 
et al., 2009).  Debe mencionarse que de un niño de ocho años de edad, se aislaron dos patotipos, 
una EHEC positiva a los genes stx1 y eae y una segunda genotipada como ETEC- lt. Mientras 
que las cepas recuperadas de los animales en esta familia fueron del genotipo EPEC. En los 3 
niños restantes se detectaron cepas EPEC típicas y atípicas. Se debe indicar que se desconoce si 
estos niños padecieron de signos clínicos antes de muestreo, pues estas cepas son productores de 
procesos entéricos y generalmente se hacen portadores después de la infección (Ademokya et 
43 
 
al., 2015). Todas las cepas positivas fueron aisladas de niños de edades 8-13 años, indicando 
que estos individuos tal vez sean portadores pues la mayoría de estas cepas causan diarreas en 
niños menores de cinco años (O’Ryan et al., 2005).  Además la cepa EHEC del niño fue 
negativo al gen stx2 (Pickering et al., 1994), sin embargo la cepa ETEC positiva al gen lt, 
causante de secreción excesiva de electrolitos y agua conduciendo a la deshidratación, acidosis 
metabólica, y posiblemente la muerte (Nataro y Kaper, 1998), podría deberse a que el gen de 
virulencia no estaba activo (Mojica et al., 2003). 
Las comunidades andinas dedicadas a la crianza de camélidos sudamericanos 
generalmente viven en extrema pobreza (Ameghino, 1991). Las familias analizadas, no tenían 
fuentes de agua potable, usaban agua del río y tampoco disponían de letrinas. Debe mencionarse 
que estudios previos reportan la presencia de ciertos patotipos de E. coli en los ríos (Johnson et 
al., 2003; Gannon et al., 2004), principalmente los que se encuentran cercanos a algún centro de 
producción pecuaria, ya que el bovino es el principal reservorio de cepas EHEC, no siendo 
afectado por este patógeno, pudiendo excretarlo y contaminar las aguas (Caprioli et al., 2005). 
Al igual que en el caso de humanos portadores, siguen eliminando bacterias sin padecer signos 
clínicos (Stephan et al., 2000), y la ausencia de letrinas es causa de que las personas realizan sus 
deposiciones en el campo, pudiendo transmitirlo a los animales (Sinnecker, 1976). Los niños 
positivos a algún patotipo de E. coli, quizás su fuente de agua estaba contaminada con cepas 
procedentes de alguna otra especie, como el bovino, ovino, etc. (Caprioli et al., 2005), o tal vez 
por el constante contacto con las alpacas, sobre todo con los animales enfermos, estuvieron 
expuestos a contraer infecciones por E. coli (Rosadio et al., 2012). Por consecuente, se necesita 
más estudios en las familias dedicadas a la producción pecuaria, donde generalmente son los 
niños encargados del cuidado de los animales, y mediante otras pruebas comprobar el origen de 
las cepas en los niños positivos.  
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VI. CONCLUSIONES 
 
De las muestras fecales de alpacas neonatas no diarreicos se aíslan patotipos de 
Escherichia coli, indicando la posibilidad que estos animales sean reservorios de este patógeno. 
Los genotipos EHEC en estos aislados presentan mayormente el gen de la toxina stx2 
conocida ser causante de diarreas severas en humanos. 
De las heces de niños muestreados, igualmente se recuperaron cepas de E. coli 
patógenas y en mayor frecuencia, similarmente a las alpacas, del patotipo EPEC.  
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VII. RECOMENDACIONES 
 
Determinar la fuente de infección en animales y/o niños para explicar el origen de los 
patotipos de E. coli circulando en ambos hospederos. 
Realizar estudios filogenéticos de las cepas aisladas tanto de los niños y de los animales 
para determinar la posible zoonosis 
Diseñar estudios que involucren el análisis de las fuentes de agua de familias dedicadas 
a la crianza de alpacas, ya que posiblemente cepas patógenas de E. coli estén presentes debido a 
la contaminación por otros hospederos. 
Analizar los seis patotipos de E. coli en muestras de heces de alpacas, ya que diversos 
estudios en niños reportan su presencia, sobre todo en muestras diarreicas. 
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Anexo 1. Relación de número de animales y niños positivos a cepas patógenas de E. coli por 
familia.  
n1: número total de alpacas muestreados por familia; n2: número total de niños muestreados por 
familia 
Familia 1: n1: 12 animales; n2: 1 niño 
Nº muestra 
Alpacas 
Genes detectados Patotipo de E. coli 
1 eae (bfp-) 1 EPEC atípica 
2 eae (bfp-) 2 EPEC atípica 
3 eae (bfp+), eae (bfp-) 1 EPEC típica, 1 EPEC atípica 
4 stx2(eae) 1 EHEC 
5 eae (bfp+) 1 EPEC típico 
6 eae (bfp-) 1 EPEC atípica 
7 eae (bfp-) 2 EPEC atípica 
8 eae (bfp+), eae (bfp-) 1 EPEC típica, 1 EPEC atípica 
9 eae (bfp+) 1 EPEC típica 
 
Familia 2: n1: 11 animales, n2: 2 niños 
Nº muestra 
Alpacas 
Genes detectados Patotipo de E. coli 
1 eae (bfp+), eae (bfp-) 2 EPEC típicas y 1 EPEC atípica 
2 eae (bfp+) 2 EPEC típicas 
3 eae (bfp+) 3 EPEC típicas 
4 eae (bfp-) 1 EPEC atípica 
5 eae (bfp-) 2 EPEC atípicas 
6 eae (bfp-) 2 EPEC atípicas 
7 eae (bfp+), eae (bfp-) 1 EPEC típica y 1 EPEC atípica 
Nº muestra 
Niño 
Genes detectados Patotipo de E. coli 
1 stx1(eae+), lt 1 EHEC, 1 ETEC 
2 eae (bfp+) 1 EPEC típica 
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Familia 4: n1: 9 animales; n2: 2 niños 
Nº muestra 
Alpacas 
Genes detectados Patotipo de E. coli 
1 eae (bfp-) 1 EPEC atípica 
2 eae (bfp+) 1 EPEC típica 
3 eae(bfp-) 1 EPEC atípica  
 
 
 
 
 
 
 
 
Familia 3: n1: 9 animales; n2: 1 niño 
Nº muestra 
Alpacas 
Genes detectados Patotipo de E. coli 
1 eae (bfp-), stx2(eae+) 2 EPEC atípicas y 1 EHEC 
2 eae (bfp-) 1 EPEC atípica 
3 stx2(eae+) 1 EHEC 
4 eae (bfp-) 1 EPEC atípica 
5 stx1 (eae+) 1 EHEC 
Familia 5: n1: 9 animales; n2: 2 niños 
Nº muestra 
Alpacas 
Genes detectados Patotipo de E. coli 
1 Stx2(eae+) 2 EHEC 
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Familia 6: n1:12 animales; n2: 2 niños 
Nº muestra 
Alpacas 
Genes detectados Patotipo de E. coli 
1 stx2(eae-), eae(bfp-) 2 EHEC, 1 EPEC atípica 
2 eae(bfp-) 3 EPEC atípicas 
3 eae(bfp-) 2 EPEC atípicas 
4 eae(bfp-) 1 EPEC atípica 
5 eae(bfp-) 1 EPEC atípica 
6 stx2(eae-), eae(bfp+) 1 EHEC,1 EPEC atípica 
7 eae(bfp-) 1 EPEC atípica  
Nº muestra 
Niño 
Genes detectados Patotipo de E. coli 
1 eae (bfp+) 3 EPEC típicas  
Familia 7: n1: 10 animales; n2: 2 niños 
Nº muestra 
Alpacas 
Genes detectados Patotipo de E. coli 
1 eae(bfp-), eae(bfp+) 1 EPEC atípica, 1 EPEC típica 
2 eae(bfp-) 2 EPEC atípica 
3 eae(bfp-), eae(bfp+) 1 EPEC atípica, 1 EPEC típica 
4 eae(bfp-) 1 EPEC atípicas 
5 eae(bfp+) 1 EPEC típica 
6 eae(bfp-), eae(bfp+) 1 EPEC atípica, 1 EPEC típica 
7 eae(bfp-), eae(bfp+) 1 EPEC atípica, 1 EPEC típica 
8 eae(bfp-), eae(bfp+) 1 EPEC atípica, 2 EPEC típicas  
Nº muestra 
Niño 
Genes detectados Patotipo de E. coli 
1 eae(bfp-) 2 EPEC atípicas 
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